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研究成果の概要（和文）：本研究では発がん修飾物質の作用点として発がん性物質の細胞内動態に着目して検討を行な
った。その結果、ある種の医薬品（ジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬）や食品成分（クルクミン）が異物排泄トラ
ンスポーター、特にBCRPの機能を阻害することで、発がん性物質の細胞内濃度を増加させ、その生理作用を増強してい
ることが示唆された。
　また、発がん性化学物質の体内動態を予測できる重層モデル実験系の作成に成功した。これを用いて、発がん性化学
による遺伝毒性の変化を解析することにより、発がん修飾物質の作用機序の解析や検索に大きく貢献することが期待さ
れる。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we examined the enhancing effects of carcinogenesis-modifying 
compounds such as pharmaceutical products and drug transporter inhibitors on the polyaromatic 
hydrocarbons (PAHs)-mediated physiological function such as arylhydrocarbon receptor (AhR) activation and 
CYP1A1 induction. The intracellular level of PAHs and its physiological functions were increased by the 
nicardipine (dihydropyridine calcium channel blockers), curcumin (food components) and specific 
inhibitors of breast cancer resistant protein (BCRP).
　In addition, we succeeded in new assay systems that could predict the absorption from the intestinal 
tract and toxicological effects of carcinogens. This assay system is useful for screening and analysis of 
mechanism of carcinogenesis-modifying compounds.

研究分野：環境衛生学
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１．研究開始当初の背景 
 
 長期間の服用が予想される医薬品や、ある
いは食品中化学物質の安全性評価において、
その発がんリスクの評価は重要な課題であ
る。これまでに上市された医薬品のなかには、
遺伝毒性試験や動物実験では発がん性が認
められていないにも関わらず、服用患者にお
いて発がんリスクの増加が認められ、結果と
して使用が中止となった例が知られている。
すなわち、これら医薬品は、それ自身は発が
ん性を持たないが、間接的に発がんリスクを
増加させる「発がん修飾物質」である可能性
が考えられる。 
 ジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬
（DHP-CCB）は、高血圧治療薬の第一選択薬
として広く用いられている。研究代表者らは、
DHP-CCB が発がん性物質の代謝活性化に重
要とされるシトクロム P4501A酵素（CYP1A
酵素）を誘導することに着目し、発がん性芳
香族炭化水素の一種である 3-メチルコラン
スレン（MC）の発がんイニシエーション
に及ぼす DHP-CCB の影響をヒト肝がん
HepG2 細胞を用いて検討した。その結果、
発がん性（イニシエーション活性やプロモー
ター活性）を持たない DHP-CCB が、発がん
性芳香族炭化水素（PAH）類の細胞内濃度を
増加させるとともに、その代謝活性化を亢進
させることで遺伝子傷害性を増強すること
を見いだした（Cancer Sci. 101, 652, 2010）。 
 この結果は、自身は発がん性を持たない医
薬品が、発がん修飾物質として働き、発がん
イニシエーション活性を増加させる可能性
を示すものと思われた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 新規開発医薬品の安全性評価において、そ
の発がんリスクを予測することは必須の課
題である。現在、発がんリスクを予測する試
験として、遺伝毒性試験、短期発がん試験、
あるいは長期投与の発がん性試験などが行
われている。しかし、本研究で対象とする「発
がん修飾物質」については、発がん剤と修飾
物質の組み合わせが無限にあることもあり、
その検討がほとんど行われておらず、試験法
も確立されていない。そこで本研究では、そ
の存在が疑われる「発がん修飾物質」につい
て、特にイニシエーション過程における増強
作用に着目し、「発がん修飾物質」の「発が
ん性物質の細胞内動態に及ぼす修飾作用」と
いう観点から解析を試みることにした。
（Fig.1） 
 まず、DHP-CCBが発がん性 PAH類の細胞
内蓄積を増加させることに着目し、DHP-CCB
をモデル化合物として用いて、発がん性 PAH
類の細胞内取込み・排泄に関わる輸送担体
（トランスポーター）を探索した。さらに、
輸送担体の機能阻害（または発現低下）に伴

って発がんイニシエーション作用（DNA損傷
性）が増強するか否かを実験的に検証した。
さらに、ヒトでのリスク評価を踏まえ、発が
ん性物質の in vivo 体内動態を模倣した新規
モデル細胞実験系の構築を試みた。 

 
３．研究の方法 
 
１）試験化合物：発がん性物質あるいはその
類縁化合物として、3-メチルコランスレン
（MC）、ベンゾ[a]ピレン（BaP）、7,12-ジメチ
ルアントラセン（DMBA）、-ナフトフラボン
（BNF）、インディゴ（IND）、2-アミノ-α-カ
ルボニトリル （AaC）および 1,4-ジメチル
-5H-ピリド [4,3-b] インドール -3-アミン
（Trp-P-1）を使用した。発がん修飾候補化合
物として、DHP-CCB であるニカルジピン
（NIC）と食品成分であるクルクミン（CUR）
を、また、多剤耐性トランスポーターの阻害
剤としてベラパミル（Ver）、MK571、Ko143
および Ko134を使用した。 
 
２）試験細胞株：ヒト肝がん細胞株 HepG2、
大腸がん細胞株Caco-2、肺がん細胞株A549、
乳がん細胞株 MCF-7、子宮がん細胞株 Hela
および Ishikawaを使用した。また、HepG2 細
胞および A549 細胞に AhR レポーター遺伝
子をそれぞれ安定に発現させることで作成
した AhR ルシフェラーゼレポーター細胞株
（ HepG2-XL24 、 HepG2-A10 も し く は
A549-XLを作成して使用した（Genes Environ., 
29: 11-16, 2007）。 
 
３）芳香族炭化水素受容体（AhR）標的分子
発現量の測定：試験細胞株を 48 時間前培養
した後、MC と被検化合物（NIC および多剤
耐性トランスポーターの阻害剤）を複合処理
した。一定時間経過後に細胞を回収し、AhR
標的遺伝子（CYP1A1および CYP1B1）の発現
量を定量的 RT-PCR法により、また、CYP1A
タンパク質発現量をWestern Blot法により、
それぞれ測定した。 
 



４）AhR活性化能の測定：AhRルシフェラー
ゼレポーター細胞株を 48 時間前培養した後、
AhR 活性化物質と被検化合物（NIC、CUR お
よび多剤耐性トランスポーターの阻害剤）を
複合処理した。24 時間後に細胞を回収し、
AhR 活性を Luciferase assay により測定し
た。さらに、細胞溶解液のタンパク質濃度を
測定し、タンパク質当たりの活性として算出
した。 
 
５）細胞内 MC 量の測定：HepG2-A10 細胞
に [3H]-MC と被検化合物（NIC および多剤
耐性トランスポーターの阻害剤）を複合処理
した。6 時間後の細胞内[3H]-MC を液体シン
チレーションカウンターにより測定した。さ
らに、細胞溶解液のタンパク質濃度を測定し、 
タンパク質当たりの活性として算出した。 
 
４．研究成果 
 発がん性 PAH類による発がん性は、①PAH
類の細胞内への取込み、②AhRの活性化に伴
ったPAH代謝活性化酵素であるCYP1酵素の
誘導、③CYP1酵素により活性化された PAH
代謝物による DNA 付加体の形成、という過
程により発揮されると考えられる。 
 この PAH類の細胞外排泄には、P-糖タンパ
ク質（P-gp）や Breast Cancer Resistance Protein
（BCRP）などの多剤耐性トランスポーター
が関わることが示されていること、DHP-CCB
は P-gp や Breast Cancer Resistance Protein
（BCRP）を機能的に阻害することがそれぞ
れ知られている。そこでまず、HepG2細胞に
対して多剤耐性トランスポーターの特異的
阻害剤（P-gp；ベラパミル、BCRP；Ko143）
と PAH類の一種であるMCを 12時間複合処
理し、MC の細胞内濃度および CYP1A 酵素
誘導に及ぼす影響を評価した。 
 その結果、いずれの阻害剤を処理した場合
にも細胞内MC量およびAhR活性化能の増加
が見られたが、その程度は BCRP阻害剤の作
用が最も大きかった（Fig.1A）。また、BCRP
阻害剤存在下、MC による CYP1A 酵素の誘
導が著しく増強された（Fig.1B）。このことか
ら、発がん性芳香族炭化水素化合物（MC）
の細胞内濃度維持に肝異物排出トランスポ
ーターの一種であるBCRPが重要な役割を果
たしていることが示唆された。 
 
 さらに、どのような化合物が、どのような
発がん性物質の作用を増強するか、その特徴
付けを試みた。ここでは、前出の NICや BCRP
阻害剤（Ko143、Ko134）に加え、研究代表者
が発がん修飾候補物質として見いだしてい
る食品成分クルクミン（CUR）を用いた。ヒ
ト AhR レポーター細胞株である HepG2-A10
に対し、これら化合物を発がん性 PAH（MC、
BaP、DMBA）、非発がん性AhRリガンド（BND、
IND）、発がん性芳香族アミン（Trp-P-1、
MeAaC）などと同時処理し、その複合影響を
AhRを指標として解析した。 

 
 その結果、NIC、CUR および BCRP 阻害
剤はいずれも  3-MC と  IND によるヒト 
AhR 活性化を相乗的に増強した。また、BaP 
による AhR 活性化に対しては CUR が、
BNF による  AhR 活性化に対しては  NIC 
のみがそれぞれ増強作用を示した。一方、
DMBA、AaC および Trp-P-1 による AhR 活
性化に対しては、どの化合物も活性化増強作
用を示さなかった（Table 1）。 これらの結果
より、NIC や CUR は BCRP 阻害剤と類似
の機構により、ある種の  発がん性物質や
AhR 活性化剤の細胞内濃度を増加させ、複合
影響を示すことが示唆された。  

 
 そこで、これら異物排出トランスポーター
の発現阻害による影響を試みた。HepG2細胞
に対して各トランスポーターの siRNA を処
理により、標的とするトランスポーターの発
現を低下させることには成功したが、非特異
的な影響や、代償的に標的以外のトランスポ
ーターの発現増加などがみられた。そこで、



CRISPER/Cas9 システムによるトランスポー
ター発現欠損細胞の樹立を試みたが、DNA二
重鎖切断に伴った細胞死の惹起がみられた
ものの、残念ながら遺伝子欠損細胞の樹立に
は至らなかった。 
 
 次に、これらの複合影響が細胞腫特異的で
あるかを、種々ヒト細胞株を用いて検討した。
HepG2のほか、Caco-2、A549、MCF-7、Hela
および Ishikawaの各細胞株に対し、MC（0.1 
µM）と NIC（10 µM）を複合処理し、24時間
後の CYP1 酵素遺伝子（CYP1A1、CYP1B1）
の発現量を測定した。今回用いた細胞のうち、
MCF-7におけるCYP1A1の誘導は特に顕著で
あった。また、A549および Hela細胞を除く
他の細胞において、NICは低濃度MCによる
AhR 標的遺伝子の発現を増強した（Table 2
および 3）。 

 
 そこで、HepG2と A549細胞由来 AhRレポ
ーター細胞株を用いて AhR 活性化を解析し
たところ、NICは低濃度MCによる AhR活性
化を HepG2 由来細胞では増強したが、A549
由来細胞では増強しなかった（Fig. 2）。これ
らの結果から、A549細胞ではNICによるAhR
活性化増強作用が喪失している可能性が示
唆される。 

 A549 細胞での異物排出トランスポーター
の遺伝子発現プロファイルは HepG2 と若干
異なるものの、BCRP の発現低下は報告され
ていないことから、BCRPとは異なる分子が、
Nic による MC の作用増強に関わっている可
能性も示唆された。 
 
 最後に、大腸がん細胞 Caco-2 を半透膜
（MilliCell：ミリポア社）上に播種し、28日
間培養することで、分化した Caco-2細胞層を
形成させた。さらにその下層に播種した
HepG2細胞をセットし、発がん性物質の消化
管吸収を反映させた重層モデル実験系を構
築した（Fig.4）。 

 
 Caco-2細胞の有無によりMCの作用やNIC
との複合影響が変化するかを解析した。まず、
Caco-2の上部（apical側）から NIC（10 µM）
とMC（1 µM）を 24時間処理した。これは、
apical側と下部（basal側）の培地量を考える
と、対照群（Caco-2なし）ではそれぞれ、NIC
（3.3 µM）とMC（0.33µM）に相当する。さ
らに、それぞれの HepG2 細胞における AhR
標的遺伝子発現量（CYP1A1）を指標として比
較検討した。 
 その結果、HepG2 細胞単独では、NIC は
MCによる CYP1A1遺伝子発現を顕著に増強
したが、重層モデルにおいては、MC による
誘導はほぼ消失し、さらに、NICによる誘導
増強作用も見られなくなった（Fig.5）。 

 



 このことから、比較的低濃度の発がん物質
の曝露があっても、その多くは腸管膜からの
吸収を受けないか、あるいは腸管から管腔側
に排泄されるために、肝臓などの基底膜側に
存在する組織にはほとんど影響を及ぼさな
いことが示唆された。なお、今回の重層モデ
ルを用いた検討からは、NICとMCの複合曝
露を行っても、基底膜側に播種した HepG2
での顕著な遺伝子発現変動は認められなか
ったが、実際にラットを用いた検討では、肝
臓、肺、腎臓などの諸臓器において、NICは
MC による CYP1 酵素遺伝子の発現を増強す
ることを確認している。 
 
 以上、本研究では発がん修飾物質の作用点
として発がん性物質の細胞内動態に着目し
て検討を行なった。その結果、ある種の医薬
品や食品成分が異物排泄トランスポーター
の機能を阻害することで、発がん性物質の細
胞内濃度を増加させ、その生理作用を増強し
ていることが示唆された。 
 また、発がん性化学物質の体内動態を予測
できる重層モデル実験系の作成に成功した。
これを用いて、遺伝子発現変動のみならず、
実際に遺伝毒性の変化が見られるかを解析
することにより、発がん修飾物質の作用機序
の解析や検索に大きく貢献することが期待
される。 
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